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摘要 : 设计 一 对 简 并 引物 , 从 德国 小 虹 Blattella germanica 细胞 中 克隆 了 泛 素 基因 的 编码 区 , GenBank 登录 号 为 AY501003。 序 列 
分 析 表 明 , 该 编码 区 的 长 度 为 228 bp 编码 的 多 肽 由 76 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,相对 分 子 质 量 为 8.47 kD, 其 等 电 点 为 3.73。 同 源 性 
比较 发 现 , 德国 小 赚 泛 素 基因 与 其 他 真 核 生物 泛 聚 基因 在 氨基 酸 水 平 上 具有 94% 以 上 的 相似 性 。 
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Cloning and sequence analysis of an ubiquitin gene of Blattella germanica 

YU Hang» JIN Feng-Liang: XU Xiao-Xia, YANG Xing. GU De-Xiang. ZHANG Wen-Qing (State Key Laboratory for 
Biocontrol and Institute of Entomology» Sun Yat-Sen University: Guangzhou 510275; China) 

Abstract: The coding sequence of Blattella germanica ubiquitin gene was cloned and determined C GenBank Accession 
No. AY501003). The length of this opening reading-frame CORE? is 228 bp» encoding a protein with molecular weight 
of 8.47 kD and isoelectric point of 5.73. Multiple sequence alignment indicated that B. germanica ubiquitin was very 


similar to the homologous proteins of other eukaryotic species and shared more than 9496 identity with other eukaryotic 


ubiquitins at amino acid level. 
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12 A Cubiquitin? Ed 76 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 分 子 
量 约 为 8.6 kD, 是 真 核 生 物 内 高 度 保守 的 一 种 多 肽 。 
从 不 同 种 属 的 真 核 生物 得 到 的 泛 素 的 一 级 结构 几乎 
相同 ,对 植物 、 酵 母 和 动物 的 泛 素 的 分 析 表 明 , 它们 
的 一 级 结构 仅 有 1 ~ 3 个 氨基 酸 残 基 不 同 CVijay- 
Kumar et al.» 1987). E BUT AU. Z RER ATP 
4k 38. 85 12 R-E AH BS T5 ia 1$ Cubiquitin-proteasome 
pathway，UPP) 高 效 并 高 度 选 择 性 地 对 细胞 质 和 细胞 
核 内 的 重 白 ,尤其 是 短命 的 功能 重 白 、 癌 基因 产物 及 
变性 变 构 重 白 等 进行 降解 ,应 急 状态 下 也 降解 细胞 
内 其 他 结构 蛋白 (Glickman and Ciechanover，2002 )。 
UPP 已 被 认为 是 十 分 重要 的 细胞 功能 调节 因素 , 该 
蛋白 水 解 通 路 的 发 现 被 认为 是 细胞 周期 调控 \ 细 胞 
恶性 转化 和 免疫 学 研究 的 重大 转折 。 此 外 , 泛 素 作 
为 分 子 伴 介 人 绰 白 参与 核糖 体 的 生物 发 生 、 细 胞 内 香 
及 其 他 多 种 生理 功能 CVarshavasky，1997 )。 

目前 , Ed Pj PROCHE. T EARR Spodoptera 
frugiperda C Guarino». 1990), A EE CR Manduca sexta 
C Bishoff and Schwartz 1990 2. R BE Drosophila 
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melanogaster (Barrio et al.» 1994). ZÆ Bombyx mori 
(Yun et al.» 20000 E RES BC Spodoptera litura (Li 
etal. 2000 5$ 5 种 昆虫 的 泛 素 基因 序列 。 泛 素 基 
因 在 昆 忠 的 中 肠 、 脂 肪 体 、 马 氏 管 、 飞 行 肌 等 组 织 
具有 高 水 平 的 表达 (Bishoff and Schwartz，1990; Barrio 
et al .，1994)。 汉 素 - 和 蛋白 酶 体 途 径 通 过 降解 免疫 缺 
失 (immune deficiency) h Relish 5& A m ft T RAEI 
内 抗菌 肽 基因 的 激活 和 表达 (Khush et al.» 20025. 
但 迄今 还 没有 涉及 病理 条 件 下 昆虫 免疫 与 泛 素 相互 
关系 的 研究 。 我 们 根据 已 知 真 核 生物 泛 素 基 因 序 
列 , 设计 一 对 简 并 引物 , 从 德国 小 螃 Blattella 
germanica 细胞 中 克隆 了 泛 素 基因 , 这 为 进一步 研究 
泛 素 在 昆虫 免疫 中 的 作用 丙 定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1 昆虫 .菌株 与 质粒 : 德国 小 蚊 成 忠 由 本 实验 
室 饲养 , 大肠 杆菌 菌株 TG-1 由 本 实验 室 提供 , 克隆 
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载体 pMD18-T 购 自 TaKaRa 公司 。 

1.1.2 ”主要 试剂 : 限制 性 内 切 酶 .核酸 分 子 量 标准 
和 Tag DNA 聚合 酶 均 购 目 TaKaRa 公司 。 其 他 试剂 
均 为 国产 分 析 纯 。 

1.2 X1 

1.2.1 简 并 引物 设计 与 合成 : 根据 已 知人 、 果 晶 、 

^F K SEHE RRT XE ER EE SURE RTIRAR T 
性 ,设计 一 对 简 并 引物 。 正 向 引物 : 5'-ATGCACAGO 
ATC CT? TTC CI? GTIAA-3' 氨基 酸 序列 : MQIFVK: 反 
向 引物 : 5'-CAG?CCACCICGC CGA) AGICCTGOCCGAO 
ACGAOCCGOA-C-3', A Æ RIFI): VLRLRGG。 引 物 
由 上 海 博 亚 公 司 合 成 ,使 用 前 用 ddHO f  Z 25 
pmol/L. 

1.2.2 EJES RNA 的 提取 : EC 2 3c4& [s ^) M 
成 虫 ,在 液 氮 冷冻 条 件 下 将 其 充分 研磨 , 转 入 2 mL 
Eppendorf Æ, JRA 1 mL Trizol (Invitrogen) ,剧烈 振荡 
3 min, €i B$ B 5 min 裂解 细胞 ,而 后 加 入 0.2 mL 
SU IR EJIIS BS ES min. 4C, 12 000 r/min 离心 
15 min, 将 上 层 水 相 转 入 新 的 2 mL Eppendorf 管 , 加 
入 0.5 mL 异 两 醇 ,室温 静 置 10 min. 4%, 12 000 r/ 
min 离心 10 min, ALAR, FH. 7 多 乙醇 漂洗 RNA 
沉淀 ,室温 晾 十 RNA 然后 用 适量 的 不 含 RNA 酶 的 
水 将 其 溶解 , 置 于 - 20 人 保存 备用 。 

1.2.3 第 一 链 cDNA 的 合成 : 在 新 的 0.5 mL 
Eppendorf E F, RIMA 2 pL 总 RNACÉJ 2 pg». 1 
uL OligodTI5 (50 pmol/L); 0.5 pL RNasin (40 U/pL2; 
1 pL AMV reverse transcriptase (10 U/L, Promega), 2 
pL dNTPs (25 mmol/L/each?; 5 x RT buffer 4 pL, 9.5 
uL PE RNA 酶 的 水 。 在 PCR 仪 中 完成 反 转 录 : 
42% ,60 min; 75?C,15 min; ?Ki8 2 min. 

1.0.4 PCR $38: PCR 反应 条 件 为 : 50 pL 反应 体 
S&P S S pL 10x PCR buffer;0.01 pmol/each ANTP, 50 
pmol/each primer. 3 units Taq-Polymerase. 约 3 ng 
cDNA。 样 品 先 95?C TRAE lE 5. min, 然后 按 下 述 条 件 
进行 PCR 扩 增 反应 : 95?C 1 min: 45?C 1 min:72% 1 
min:35 个 循环 后 72% 10 min. 扩 增 完毕 后 置 4%C 终 
ERY. 

1.2.5 PCR 产物 的 克隆 与 测序 : 参照 Maniatis 等 
(1982) 方法 , PCR 产物 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ,选择 大 小 
与 所 设计 的 德国 小 嫌 泛 素 基 因 片 段 相符 合 的 单一 
DNA 条 带 回 收 , 纯 化 ;纯化 的 PCR 产物 与 pMD18-T 
载体 连接 ,重组 子 pUb 转化 TC-1 Att; 挑 取 单 
个 白色 菌落 用 质粒 提取 试剂 盒 提 取 , 酶 切 鉴 定 后 , 送 
交 博 亚 公 司 进 行 测序 。 


1.2.6 序列 分 析 : 应 用 DNAsis 分 析 软 件 将 所 得 
DNA 序列 翻译 成 重 白 质 序列 ,并 用 BLAST 搜索 引擎 
查询 GenBank/EMBL 数据 库 , 获得 同 源 的 蛋白 质 序 
列 。 多 序列 比较 采用 ClustalW (1.822 CThompson. et 
al., 199425 GeneDoc 软件 。 


2 结果 


2.1 RT-PCR 扩 增 及 重组 质粒 酶 切 鉴定 

根据 真 核 生物 泛 素 蛋白 N- 端 和 C- 端 高 度 保 守 
的 氨基 酸 序 列 MOIFVK 和 VLRLRGG, 设计 一 对 简 并 
引物 ,通过 RT-PCR 方法 扩 增 德国 小 景 泛 素 编码 区 。 
RT-PCR 产物 经 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电 访 检 测 , 发现 获 
得 了 大 小 约 为 230 bp 的 单一 片段 (图 1: 泳 道 2)。 
回收 该 片段 ,将 其 与 克隆 载体 pMD18-T 连接 。 挑 选 
阳性 克隆 , 质粒 抽 提 , EcoR | . Ps | 双 酶 切 ,产物 用 


1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ,出 现 2 条 DNA 条 带 , 位 
一 致 (图 1: 泳 道 3)。 
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图 1 RT-PCR PHR & fB For EE 
Fig. 1 RT-PCR product and identification of the 
recombinant plasmid by restriction analysis 
M1: DL2000 marker: Ub: RT-PCR product: 
pUb: pMDI8-T-Ub C Eo R I /Ps T2: M2: 1 kb marker. 


2.2 BEVA A E AA AES [X 

将 酶 切 鉴 定 正确 的 重组 质粒 送 交 博 亚 公司 测 
序 。 测 序 结果 表 明 , 德 国 小 娘 泛 素 基 因 开 放 阅 读 框 
KEA 28 bp. 编码 76 TAERE 2), 预计 编码 重 
白 的 分 子 量 为 8.47 kD, 等 电 点 为 5.73(GenBank € 
录 号 为 AY501003)。 
2.3 德国 小 蜂 泛 素 与 其 他 物种 泛 素 的 氨基 酸 序 列 
比较 

运用 ClustalW 软件 对 德国 小 蝙 泛 素 与 其 他 真 核 
生物 泛 素 的 氨基 酸 序列 比较 结果 见 图 3。 由 图 中 可 
以 看 出 ,德国 小 娘 泛 素 与 其 他 生物 泛 素 的 氨基 酸 序 
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1 ATGCACATTTTCCTGAAGACCCTTACTGGAAAAACCATCACATTGGAAGTTGAC 54 
MQ ILorpcoY Ko ToL o1 6 kT ITL EYE 18 
55 GCTTCAGACACGATCGAAAATGTTAAAGCCAAAATTCAGGACAAGGAAGGCATT 108 
AS DT IENVEKAKIQDKEGOGI 36 
109 (CCCCAGACCAACAGAGATTAATCTTTGCCGGCAAGCAGCTTGAGGATGGCCGA 162 
PPDQQRLIFAGEKGQLEDBGR 54 
163 ACTCTTTCTGACTACAACATTCAGAAAGAATCTACTCTACATCTTGTGCTCAGC 216 
TLSDYN IQKESTLHLVLS 72 


217 CTCCGCGGTOGGC 
L RGG 


228 
76 


图 2 AEM REAR F RI 9L RYE Se B URS ER FU 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequence of the 


coding sequence of Blattella germanica. ubiquitin gene 


H. s : MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGGV : 77 


Bot se a e PELLI Dae i du ES EN E AE AET ou hui M C E E 二 
有 人 Mn EIEE T -: 16 
SEO hiec eee dato atat SAE eicere UE I RU RR CU - : 16 
站 ~: 76 
SUE E ANE EREE AEE n ii waa ee 人 | NER ~ i: 16 
有 | "IET - : 76 
a RISE MUR abe CERES MESE EN - : 76 
Si I tica da a EN e exu ete UE PERDER CENE - : 76 
Bog esr eene No sees s atit RO Ao Vus EA fe ed Sons PUB 


图 3 泛 素 重 白 氨基 酸 序 列 比 较 
Fig. 3 Alignment of the amino acid sequence of ubiquitin proteins 
H.s: Å Homo sapiens (Baker and Board» 19872: B.t: 黄牛 Bos taurus (Wempe and Scheit» 19932: H. v: BIF 
KÆ Hordeum vulgare Gausing and Jensen. 19900; S.c: 酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae ( Ozkaynak. et al.， 
19872; D.m: RAR Drosophila melanogaster (Barrio et al., 1904); S.f: 草地 贪 夜 娥 Spodoptera frugiperda 
(Guarino: 1990): B.m: 家 看 Bombyx mori CYun et al.» 20000: M. s: JE EAE, Manduca sexta C Bishoff and 
Schwarz. 19900; S.l: GEH ZUBCER. Spodoptera litura (Li et al., 2001); B.g: 德国 小 凡 Blattella germanica . 


列 极 其 相似 , 仅 有 1-~ 3 个 氮 基 酸 的 不 同 , 它 与 大 麦 、 
酿酒 酵母 及 草地 贪 夜 蛾 泛 素 的 同 源 性 为 9495; 与 
人 黄牛. 果 量 .斜纹 夜 蛾 及 烟草 天 蛾 泛 素 的 同 源 性 
为 97 狗 :与 家 得 泛 素 的 同 源 性 为 98 多 。 除 了 第 72 
位 的 精 氨 酸 改变 为 丝 氮 酸 外 ,所 有 已 知 与 泛 素 功能 
相关 的 位 点 在 德国 小 虹 泛 素 重 白 序 列 中 均 保 守 存 
在 。 





本 研究 结果 表明 ,德国 小 景 汉 素 与 其 他 真 核 生 
物 泛 素 的 氨基 酸 序列 仅 有 1 ~ 3 个 氨基 酸 的 不 同 , 除 
了 第 72 位 的 精 氨 酸 改变 为 丝氨酸 外 ,所 有 其 他 已 知 
与 泛 素 功能 相关 的 位 点 在 德国 小 蝶 泛 素 序 列 中 均 保 
守 存 在 。 关 于 该 基因 转录 的 mRNA 大 小 及 该 基因 与 
抗菌 肽 基因 表达 激活 的 关系 等 ,我 们 仍 在 进一步 研 
元 中 
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